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(g) Zellspezlfische retrovirale Vektoren mit Antikdrperdomanen und Verfahren zu ihrer Herstellung fur den 
selektiven Gentransfer 

@ Die Erfindung betrlfft zellspezlfische retrovirale Vekto- 
ren mit Antikorpererkennungsdomanen (scFv), die fur die 
zellspezifische Transduktfon eines ausgewahlten Sauger- 
zelltyps geeignet sind (Zelltargeting), Verfahren zur Her- 
stellung der zellspezifischen retroviralen Vektoren und 
ihre Verwendung zur Genubertragung in ausgewahtte 
Zetlen. Die Erfindung betrifft ferner retrovirale Verpak- 
kungszellen zur Gewinnung der erfindungsgemallen zell- 
spezifischen retroviralen Vektoren. 
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Beschreibung 

Die Hrfindung herrifft zellspeztfische retrovirale Vektoren mil Anrikorpererkennungsdomanen (scFv), die fiir die zell- 
spezifische Transduktion eines ausgewahlten SaugerzeUtyps geeignet sind (Zelltargering), Verfahren zur Herstellung der 
5 zcllspcziflschcn rctroviralcn Vcktorcn und ihrc Vcrwcndung zur Gcnubcrtragung in ausgcwahltc Zcllcn. Die Erfindung 
betriffi femer reirovirale Verpackungszellen zur Gewinnung der erfindungsgemaBen zellspezifischen retroviralen Vekto- 
rcn. 

Die Mehrheit der retroviralen Vektoren, die in der gentherapeuiischen Forschung zur Zeit benuizt werden, stammen 
vom amphotropcn Maus-T^ukamic- Virus (MTy) ab. Der Wirt-szcIIbcrcich dcs amphorropcn MTY wird wird durch das 

10 Oberflachen-Hullprotein (SU) bestinamt, das vom env-Gen codiert wird. Die Proteinprodukte des env-Gens bilden die 
auBcrc Hiillc dcs retroviralen Vckrors. Die vSU-Protcinc intcragicrcn mif, d. h. sic bindcn an cin bcstimmrcs Protein (Rc- 
zepror) auf der Oberfiache der Wirtszelle. Die env-Genprodukte des amphotmpen M]y erlauben den Gentransfcr in eine 
groBc AnzabI untcrschicdlichcr Saugcrzcllcn. Kin sclcktivcr Gentransfcr in bcstimmtc Zcll- odcr Gcwcbctypcn dcs Mcn- 
schcn odcr andcrcr vSaugcr ist mit amphotropcn MLV- Vcktorcn abcr nicht mogUch, well der Rczcplor fur die MLV-Hull- 

15 protcinc auf der Obcrflachc der Saugcrzcllcn, welches den Hintritt von amphotropcn MTY- Vcktorcn und den Gentransfcr 
vermittelt, auf fast alien diesen Zellen zu finden isL Der Wirtszellbereich des amphotropen MLV ist daher nicht spezi- 
fisch. 

Eine Wrlszellspezifilat ist z. B. fiir den gentherapeutischen Einsatz jedoch von Vorteil, da bei einer (jenlherapie au- 
Bcrhalb dcs Organismus (cx vivo) (Anderson ct al., Science 256 (1 992), 808-81 3; Yu el a!., H. Gene Therapy 8 (1 997), 

20 1065-1072) aufwendige Aufreinigungen von Zellen vermieden werden. Fiir den Therapie-, Diagnostik- oder Impf-Ein- 
satzin vivo ist erwunscht, daB die retroviralen Vcktorcn gczicltdic gcwunschtcn WirLszcllcn anstcucm und anschlicSend 
das therapeutische Gen iibertragen. Eine Einengung des Wirtszellbereichs des amphotropen MLV konnte durch Modifi- 
kation des Obcrflachcnhiillprotcins crrcicht wcrdcn. Eine Modikation dcs Obcrflachcnhuilprotcins wurdc durch die Fu- 
sion mit einer Hormondomane durchgefuhrt. Es fand eine Transduktion der Zellen statt, die den spezifischen Hormonre- 

25 zcptor uugcn (Kasahara ci al.. Science 266 (1994), 1373-1375). Fcmcr wurdc das Obcrflachcnhullprotcin durch Fusion 
mit einem einkettigen Antikorperfragment (single chain variable fragment, nachfolgend auch "scFv" bezeichnet) modi- 
fiziert. Das Fragment reprasentierte die antigenbindende Domane eines Antikorpers und ist ein Fusionsprotein, das aus 
den variablen Domanen Vh und VI eines monoklonalen Antikorpers zusammengesetzt ist. Die beiden Domanen sind 
uber ein (Hycin- und Serin-Oligopeptid [-(ser-gly4)3-gly-)] verkniipft, das die korrekte Faltung des Fusionsproteins er- 

30 moglichl (Huston et al.. Methods Enzymol. 203 (1991), 46-88, Whitlow et al., Methods: A companion to Methods En- 
zymol. 2 (199 1), 97-105). AUe bisher durchgefuhrten Modifikationen des MLV-OberflachenhuUproteins mit einem scFv 
zeigten, daB es zwar zu einer Bindung der Vekloren an die Wirtszielzelle kam, nicht jedoch zu einem Eintritt in die Zelle 
(Russel et al.. Nucleic Acid Res. 21 (1993), 1081-1985). Weiterhin ist bekannt, daB das Oberflachenhullprotein des MLV 
generell keine umfangreichen Modifikationen erlaubt (Cosset et al., J: Virol 69 (1995), 6314-632). Modifikationen, bei 

35 denen ein Teil der Bindungsdomiine des MLV-vSU-Proteins erseizt wurde, fuhrten oft zu einer inkorrekten Prozessierung 
und somit zu einem defekten Transport des SU-Proteins an die Zelloberflache (Weiss et al.. In J.A. Levy (ed). The Re- 
troviridae 2 (1993), 1-108; Morgan el al., J. Virol. 67 (1993). 4712-4721; Russel et aL. Nucleic Acid Res. 21 (1993). 
1081 1985). Die Entwicklung zellspezifischer retroviraler Vektoren auf Basis des MLV mil veranderten Oberflachen- 
hiillproteinen ist daher wenig erfolgversprechend. 

40 Retrovirale Vektoren auf Basis des Milznekrosevirus SNV ("Spleen Necrosis Vuiis") sind fiir einen gezielten Gen- 
transfer in z. B. humane Zellen geeigneter, da das Oberflachen-HtlDprolein des SNV umfangreiche Modifikationen er- 
laubt und auch dann noch korrekt prozessiert wird (Martinez und Dombuig, Virol. 208 (1995), 234 241; Chu et al., Gene 
Therapie I (1994). 292-299; Chu und Dombuig, L ViroL 69 (1995), 2659-2663). Zur Herstellung derartiger Vektoren 
benOugt man mindestens zwei Komponenten. Zum einen ist ein sog. Expressionskonsurukt herzustellen, das eine Verpak- 

45 kung in und den Transfer durch einen Retrovirus erlaubt. Das Expressionskonstrukt umfaBt ein kodierendes DNA-Frag- 
ment des gewtinschten Genprodukts, z. B. ein Gen fttr die Gentherapie oder als Impfstoff. Das Expressionskonstrukt muB 
eine Nukleoddsequenz umfassen, die als Verpackungssignal psi (\|/) bezeichnet wird und die effiziente Verpackung der 
mRNA in retrovirale Partikel steuert. Femer benotigl man eine Verpackungs- oder Helferzelle, welche die gag-, Pol- und 
env-Genprodukte des SNV bereitstellt, ohne daB die gag-, Pol- und env-Gene in ein Retrovirus verpackt werden konnen. 

50 Die in der Verpackungszelle befindlichen gag-, pol- und env-Gene mtissen psi-negativ sein. Nach UberfUhrung des Ex- 
pressionskonstruktes dutch Transfeklion der entsprechenden Plasmid-DNA in die Verpackungszellen werden retrovirale 
Partikel in den Zellkulturiiberstand abgegeben, die das Expressionskonstrukt enthalten und nur dieses, nicht jedoch die 
gag-, Pol-, und env-Gene in die Zielzelle Uberftlhren konnen. Diese Vektoren sind vermehrungsunfahig und durchlaufen 
lediglich eine Replikationsrunde. Das ailgemeine Verfahren zur Herstellung von vermehrungsunfahigen retroviralen 

55 Vektoren ist Stand der Technik (Weiss et al.. In J. A. Levy (ed.). The Retroviridae 2 (1993). 1 108 ; Morgan et al., J. Vi- 
rol. 67 (1993), 4712 472 1; Russel etal.. Nucleic Acid Res. 21 (1993), 1081 1985;Cossetetal.. J. Virol 69 (1995; Mar- 
tinez und Domburg, Virol. 208 (1995), 234 241; Chu et al.. Gene Therapie 1 (1994), 292 299; Chu und Dombuig, J. Vi- 
rol. 69 (1995), 2659 2663). 

Auch der Tropismus (WirtszellspezifitSt) des Milznekiosevirus wird durch das Oberflachenhullprotein (SU-Prolein) 
60 bestimmt, das vom env-Gen des SNV codiert wird. Das Wildtyp-SNV-Oberflachenhiillprotein laBt keinen selektiven 
Gentransfcr in bestimmte Zellen oder Gewebe des Menschen zu, da das spezifische Empfangerprotein (Rezeptor) nicht 
auf der Oberfiache von humanen Zellen vorhanden ist (Domburg, Gene Therapie 2 (1995), 1-10). Deshalb wurde ein 
Verfahren entwickeli, um das SU-Protein des SNV gegen die antigenerkennende Domanen von Andkorpem zu ersetzten. 
Diese [SNV-scFV-Env]-Vektoren mit den zwei bisher bekannten unterschiedlichen scFv waren in der Lage, das psi-po- 
65 siuve Reportergen, die bakterielle p-Galaktosidase, in die ausgewShlte humanen Zielzellen zu Qbertragen. Diese scFv 
sind gegen das Hapten Dinitrophenol (DNP) bzw. gegen ein unbekanntes OberflSchenmolekal auf Co!on-CA-Zellen und 
anderen Krebszellen gerichtet. (Chu et al.. Gene Therapie 1 (1994), 292-299; Chu et al.. BioTechniques 18 (1995), 
890-899; Chu und Domburg. J. Virol. 71 (1997). 720-725). Es wurde eine \ferpackungszelUnie (DSH-CXL) entwickelt. 
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die sowohl die psi-negaliven SNV-Gene gag, pol und env als auch das psi-positive Reportei^en-Expressionskonstrukr 
(pCXL) enthalt. Nach Transfcktion der Verpackungszelle mit der Plasmid-DNA eines wciteren env-Cxpressionsgens 
(pTC53), bei dem das gesamte Oberflachen-llullprotein gegen ein einkettiges Antikorperfragment (scFv) ersetzt wurde. 
wurden retrovirale Vektoren in den Zelliiberstand abgegeben. die aiif ihrer Oberflache neben dem Wildtyp-Oberflachen- 
hiillprotein auch das chimare [scPv-Env]-Oberflachenprotein inigen. Mit Ililfe dieser Vektoren konnte das Reportergen 5 
in die fur die scrv-spezifischen Zielzellen, Ilundeosteosarkomzellen (D17) die mil DNP konjugiert waren, bzw. IleLa- 
Zellen (humane Cervixkarzinomzellen) transferrierl werden. Bei diesem beschriebenen Verfahren ziir Ilerstellung zell- 
spezifischer retroviraler Vektoren ist jedoch von Nachteil, daC nur bereits bekannte und klonierte scFv verwendet werden 
konnen. Ferner wiirde von uns festgestellt, da6 nicht jedes scPv als Teil eines |SNV-scFv-Env]-Vektors fiirdie Zelltrans- 
duktion (Ubertragen des gew'unschten Gens auf die Zieizelle) geeignet ist. lO 
Der Gentransfer in Saiigcrzellen mittels Retroviren hat generell folgende \forteile: 

- Es wird in der Regel eine Kopie des gewiinschten Gens in die Saugerzellc iiberfiihrt. 

- Das gewunschte Gen wird im allgemeinen ohne Mutation oder Rearrangements ubertragen. 

- Es erfolgt ein stabiler Einbau des gewiinschten Gens in das Genom der 2^elzeile. is 

Weiterhin ist erwiinscht, daB der retrovirale Vektor eine bestimmte Zellspezifi^t besitzt, durch die das z. B. therapeu- 
tische Gen in eine ausgewahlte Zellpopuiation eingefuhrt werden kann. 

Der Erfindung iiegt daher die Aufgabe zugrunde, zellspezifiscbe retrovirale \bktoren mit Antikdrpererkennungsdoma- 
nen fur den seiektiven Gentransfer in Saugerzellen sowie ein universelles ^%rfahren zu ihren Herstellung bereitzustellen. 20 
Mit Hilfe dieser Vektoren gelingt es, den Gentransfer zu verbessem. Der Erfindung liegt temer die Aufgabe zugrunde re- 
trovirale Verpackungszeilen zur Gewinnung der erfindungsgemaBen Vektoren bereitzustellen. Die Losung dieser Aufga- 
ben ergibt sich aus den Patentanspriichen, der nachfolgenden Beschreibung und den Hguren. 

Die Aufgabe wird durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung zellspezifischer retroviraler Vektoren ge- 
lost, umfassend die folgenden Schritte: a) Immunisieren eines Saugetiers mit einer oder mehreren Zellpopulation(en), b) 25 
Isolieren von RNA aus dem immunisierten Saugetier; umfassend die B-Zeil-RNA, c) Herstelien von cDNA-Abschnitte 
der variablen Regionen der schweren und leichten Kette der Immunglobuline aus der isolierten RNA mittels Kl-PCR mit 
Primem fiir die schwere und leichte Kette der Immunglobuline, wobei die Primer die Nukleinsauresequenz Rir einen Oli- 
gopeptidlinker umfassen, d) Ligieren der cDNA-Abschnitte zu scFv-cDNAs, e) Ligieren der scFv-cDNAs in einen Pha- 
gemid- Vektor und Transfomiieren eines Wirtsbakteriums mil dem Phagemid- Vektor, f) Isolieren von Phagen, die an die 30 
in Schritt a) verwendete(n) Zellpopulation(en) binden, durch Selektion, g) Isolieren von zellspezifischen Phagen aus den 
in Schritt f) erhaitenen Phagen, die nur an die in Schritt a) verwendete(n) Zellpopulation(en) binden, durch Selektion, h) 
Ausschneiden der scFv-codierenden DNA-Fragmente aus den in Schritt g) erhaitenen zellspezifischen Phagen und Li- 
gieren in einen psinegativen retroviralen Hnv-Hxpressionsvektor, i) Transtonnieren des erhaitenen Env-scFv-Hxpressi- 
onsvektors in eine Verpackungszelle, und j) Isolieren der von der Verpackungszelle sezemierten retroviralen Vektoren. 35 

Gegebenenfalls umfalit das erfindungsgemaBe Verfahren weiter die Vereinzelung der in iJchritt g) erhaitenen zellspe- 
zifischen Phagen. Gegebenenfalls unifaBt das erfindungsgemaBe Verfahren weiter den Schritt: k) Isolieren der von der 
Verpackungszelle sezemierten reUpoviralen Vektoren, che die Zellen der Zellpopulation(en) transduzteren durch Selek- 
tion. Ferner konnen die Schritte f) und/oder g) mindestens einmai wiederholt werden. 

Bevorzugt ist ein Verfahren, wobei das immunisierte Saugetier ausgew^t ist aus der Gruppe Maus, Ratte, Meer- 40 
schweinchen, Kaninchen, Ziege oder Schaf . Bevorzugt ist ebenfalls ein \^rfahren, bei dem die Zellpopulatioa(en) aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe Mensch, Maus, Ratte, Schaf, Rind oder Schweia. Besonders bevorzugt ist ein ^rfahren, bei 
dem die Zellpopulation(en) ausgewahlt ist (sind) aus der Gruppe T-Zellen, Epithelzellen, Muskelzellen, Staimnzellen, 
neurale Zellen, hamatopoietische Zellen, Karzinomzellen oder Leberzellen. Bevorzugt ist ein N^rfahren, bei dem das 
env-Gen voiii Milznekrosevirus (SNV) siauiml. Besonders bevorzugt ist ein ^^rfahren, bei deiu der Expressionsvektor 45 
der Vektor mit der Bezeichnung pTC53 ist 

Die mit dein erfindungsgemaBen Verfahren erbaltUcben zellspezifischeD relruvirdden Vektoren konnen als Arzneiimt- 
tel verwendet werden. Bevorzugt ist die Verwendung zur Herstellung eines Arzneiinittels zur Gentherapie, Impftherapie 
oder Diagnusiik. Besonders bevorzugt istdieTherapie der Cyslischen Fibrose, des ADA-Mangels, von HlV-Infektionen, 
Leukaiiiie, chronischer Granulomalose. 50 

Die Erfindung wird ferner gelosl durch die Bereitstellung von retroviralen Verpackungszeilen zur Gewinnung der er- 
fmdungsgeiiiaBen retroviralen Vektoren, irdnsfomiiert sowohl mit einein oder mehreren psi-negaiiven Expressionskon- 
strukt(en), die die gag-, Pol- und/oder env-Genprodukte exprimieren, als auch mit einem psi-negativen Env-scFv-Ex- 
pressionskonstrukt nach Anspruch 1 h). Bevorzugt ist eine Verpackungszeile, ferner umfassend ein psi-positives Expres- 
sionskonstrukt, umfassend ein Nukleinsaurefragment, das in die durch den retroviralen Vektor zu transduzierende Zelle 55 
eingefuhrt werden soil. Besonders bevorzugt ist eine Verpackungszelle, wobei das Nukleinsaurefragment ein therapeuli- 
sches Gen oder dessen DNA-Fragment und/oder ein Reporteigen umfaBt. Insbesondere bevorzugt ist eine Verpackungs- 
zelle, wobei das therapeutische Gen oder dessen Nukleinsaurefragment das CFTR-, phox9l-. ADA-, IL-16-, p53- oder 
revMlO-Gen oder Impfgene z. B. rekombinantes gpl20 und IL-16 umfaBt. Ferner insbesondere bevorzugt isi eine Ver- 
packungszelle, wobei das Reportergen p-Gelaktosidase, "Green Fluorescent Protein", Luciferase oder Neomycin uin- 60 
faBt. 

Die Abbildungen dienen der Grlauterung der Erfindung 

Abb. 1 zeigt scheiiiaiisch die Env-scFv Expressionskonstrukl pTC53, pT-scFv und pT/zeo, deren Transfeklion in die 65 
Verpackungszelle DSH-CXL, die die erfindungsgemaBen Vektoren sezemiert. 
Abb. 2 zeigt schematisch die Herstellung, Isolierung und Selektion der erfindungsgemaBen Vektoren. 
Abb. 3 ist eine schematische Darstellung eines Immunglobulins und das daraus resultierende scFv Dargestellt sind 
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weiterhin schematisch scFv-Display-Phagen und SNV-scFv-Env-Vckloren 
Abb. 4 zeigi die NukleinsSuresequenz von pTC53. 

Der hier venvendete Degriff amphotropes Virus bedeutet Infektion und Replikation auf murinen und humanen Zellen, 
im Gegensatz zu ecotropen Viren, das nur auf murinen Zellen repliziert. Der hier verwendete Begriff reu-oviraler Veklor 
5 bedeutet replikationsdefizientes retrovirales Viruspartikel, das anstelle der retroviralen mRNA eine fremde eingefiihrte 
RNA eines Gens, z, B. eines therapeutischen Gens oder dessen Fragment oder eines Reportergens iibertragen kann. Der 
hier verwendete Begriff Antikorpererkennungsdomane (scFv) bedeutet Antigenbindestelle eines Antikorpers, umfas- 
send Vh- und Vl-Kette. Der hier verwendete Begriff SNV bedeutet Miiznekrose virus mit seinen Stammen und Substam- 
men. SNV gehort zu den Reticolo Endotheliose Viren (REV) der Vogel, Typ D-Retro virus. 

10 Fiir die Bereitstellung der zellspezitischen Antikdrpererkennungsdomanen (scFv) wird eine neue kombinatorische 
Phagen-cDNA-Bibliothek der variablen Domanen der leichten und schweren Ketten der Immunglobuiine heigestellt. 
Dazu wird ein Saugetier, z. B. eine Maus, Ratte, ein Kainchen, Meerschweinchen, Ziege oder Schafe mit einem ausrei- 
chenden Titer einer oder mehrerer ZeUpopulation(en) in iiblicber Weise immunisiert. Die Zellpopuiation ist die Zellart, 
die einen Oberflachenrezeptor ausbildet, an den die erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren spezifisch binden. Die Zel- 

15 len konnen von einem von dem zu immunisierenden Saugetier verschiedenen Saugeticr stammen, z. B. vom Menschen, 
der Maus, Ratte, dem Schaf, Rind oder Schwein. Die Zellen kdnnen solche Zellen scin, in der z. B. eine somatische Gen- 
therapie, eine Impftherapie oder Diagnostik durchgefuhrt werden soil, lypische Beispiele solcher Zellen sind T-Zellen, 
Lebcrzellcn. Muskelzellen, neiirale Zellen, Fibroblasten, Epithelzeilen, Stammzellen oder hamatopoietische Zellen. Fiir 
die Immunisierung kann eine Zellpopuiation oder mehrcre Zeilpopuiationen gleichzeitig dem Saugetier verabreicht wer- 

20 den, je nachdem fiir welche Zellpopulationen(en) der erfindungsgemafie rctrovirale >feklor spezifisch sein soli. 

Fiir die Hersteliung der cDNA-Bibliothek wird zuerst die B-Zell-RNA des immunisierten Saugetiers in bekannter 
Weise isoliert. Die mRNA-Sequenzen der fiir die Antigenerkennung verantwortlichen Regionen der schweren und leich- 
ten Kette (Vh und Vl) der Immunglobuiine werden mittels reverser 'IVanskription und anschlieBender Polymerase- Ket- 
tenamplifikation in iiblicher Weise in cDNA umgeschrieben und vervielfaltigt Die Primerpaare und deren Sequenzen fur 

25 die Vh- und Vl- Regionen sind dem Fachmann bekanni. Sie sind z. B. im kommerziell erhaltlichen Kit der Fa. Pharmacia 
enthalten, bzw. konnen den bekannten Datenbanken (EMBL) enUiommen werden. Dem Fachmann ist bekanni, daB er fiir 
jede immunisierte Saugetierart verschiedene Primersequenzen verwenden muB. Die iJequenzen sind ebenfalls in den be- 
kannten Datenbanken enthalten. Die cDNA-Fragmente der Vh- und VL-Regionen werden dann mittels einer Ligasereak- 
tion in iiblicher Weise zu scFv-cDNAs verkniipft. Fiir den Fachmann ist ersichtlich, daB bei der Ligation unterschiedliche 

30 Kombinationen von cDNA-Fragmenten hergestellt werden. Die erhaltenen scFv-cDNAs konnen dann in einen Phage- 
mid-Vektor z. B, pCANTA 5H Phagemid, Fa. Pharmacia kloniert werden. AnschlieBend werden Wirtsbakterien z. B. 
K.coh TGI mit dem Phagemid- Vektor transfomiiert. 

Die von den Bakterien produzierten rekombinanten Phagen werden dann in ublicher Weise isoliert und auf das Vor- 
handensein von zellspezitischen scFv-Peptiden selektioniert Die Phagen werden mit der Zellpopuiation oder den Zell- 

35 populationen in ublicher Weise in Kontakt gebracht, die fiir die Liununisierung verwendet worden sind. Die Phagen, die 
nicht an die Zellen binden, tragen kein spezifisches scFv-Peptid und werden durch Waschschritte in iiblicher Weise ent- 
fernt. Die Phagen, die an die Zellen binden, prasentieren das gewiinschte scFv-Peptid auf ihrcr Oberfl^che und werden in 
iiblicher Weise eluiert. Die Pagen, die das gewiinschte scFv-Peptid prasentieren, werden vennehrt, indem man sie wieder 
in iiblicher Weise die Wirtsbakterien iniizieren lafit. Dieser Selekdonsschritt kann ein oder mehrere Male wiederholt wer- 

40 den, urn die bindenden Phagen anzureichern. Dieser Vorgang wird als "panning" bezeichnet. Die Phagen werden nach 
dem panning oder direkt nacb dem ersten Selekdonsschritt einer weiteren Selektion unteizogen. Dabei werden die Pha- 
gen mit einer oder mehreren anderen Zeilpopuiationen in Kontakt gebracht, die sich von den zur Inununisierung verwen- 
deten Zellen unterscfaeiden. Die Phagen, die nicht an diese Zellen binden, prasentieren ein zellspezifisches scFv-Peptid. 
Sie werden in ublicher Weise aus dem Zelliiberstand isoliert und fUr eine Wirtsbakterieninfektion zur Vennehrung ver- 

45 wendel. Auch dieser Selekdonsschritt kann ein oder mehrere Male wiederholt werden (Marks ei al., Biotechnologie 10 
(1992). 779; Clackson et al.. Nature 352 (1991), 624; Marks et al., J. MoL BioL 222 (1991), 581; Chaudhary et al„ Proc. 
Nad. Acad. Sci USA 87 (1990), 1066; Chiswell et al., TIBTECH 10 (1992), 80; McCalTerty et al.. Nature 348 (1990), 
552; Huston et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 85 (1988), 5879). 

Zur Hersteliung der erOndungsgemafien zellspezifischen retroviralen Vektoren dienl die vorstehend beschriebene Pha- 

50 gen-cDNA-Bibliothek als Ausgangsmaierial. Die scFv-cDNAs der Phagen, die nach dem zweiten Selektionsschritl und 
den gegebenenfalls durchgeriihrten panning- Verfahren iibriggeblieben sind, werden in iiblicher Weise aus der Phagen- 
DNA ausgeschnitlen und in ein reU-ovirales Env-Expressionsgen inserierl. Das reU'ovirdle env-Expressionsgen kann vorii 
SNV staimiien. Ein typisches Beispiel fiir ein SNV-scFv-env-Expressionskonstrukt isl pTC53. l5ie Sequenz ist in Abb. 
4B gezeigl. Ein typisches Beispiel fur ein Wildiyp(wl)-SNV-env-Expressionskonstrukl ist pIM29. 

55 Die Konstruktion der fUr die wt-SNV-ENV-Proteine z. B. pIM29 und die chimaren SNV-scFv-ENV-Proteine kodie- 
renden Expressionplasiiude ist von Chu el al. (J. Virol. 71 (1997), 720-725) vorbeschrieben. Die Expression der fiir das 
wt-env-Gen kodierenden DNA wird von einem MLV-Promotor gesteuert. Die env-cDNA wurde uber die ResUikUons- 
schnillstellen SacU und Avrll aus einem fur das komplelte SNV- Virus kodierenden Plasiiuds ausgeschnitlen und durch 
Insertion in einen Linker (L) eingefiigt. Um eine korrekte Prozessierung des Proteins zu gewahrleisten, enthalt pIM29 die 

60 Polyadenylierungsstelle des Siimanen Virus 40 (S V40). Von diesem Plasiiiid kann soiiiil die Expression des wt-env-Gens 
erfolgen, so daB nach proteolytischer Spaltung eines Voriauferproteins das SuBere Glykoproiein (SU) und das Trans- 
membranprolein (TM) vorliegt. Es konnen jedoch andere, dem Fachmann bekannte Plasmide, Promotoren. Linker, Po- 
lyadenylierungssignale und weiiere fur eine korrekte Prozessierung benotigte DNA-Elemente verwendet werden. 
Zur Exprimierung von SNV-scFv-ENV-Proteinen werden die in bekannter Weise erhaltenen scFv in ein SNV-ENV- 

65 ExpressionskonsUrukt 6. B. pTC53 in iiblicher Weise eingefuhrt. Die in pTC53 vorhandenen Resuiklionserkennungstel- 
len fUr die Enzyme Sfil und NotI ermoglichen die molekulare Klonierung von z. B. scFv zwischen SNV-env-Leader- Se- 
quenz und dem fUr das TVansmembranprotein (TM-Protein) kodierenden Bereich der DNA. Die im wt-ENV vorhandene 
Proteaseschniitstelle zwischen SU und TM isl in pTC53 deletiert, so daB ein Fusionsprotein exprimiert wird, das N-ter- 
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minal aus dem einkeltigen Antikorperfragmenl iind C-terminal aus dem SNV-TM besteht. Die regulatorischen Elemente 
wie MLV-Promolor und SV40-Polyadenylierungssignal sind idenlisch mit denen des pIM29-Vektors. Zur Veretarkung 
der Expression eines chimaren env-Gens wird in dem Expressions piastnid pTC53 eine adenovirale Leader- Sequenz z. B. 
AVil (Sheay et al. BioTechniques, 15 (1993), 856-861) inseriert, Eine Zoczin-Kasette (pSV2zeo; Fa. Invitrogen, Nieder- 
iande) dient der moglichen Selektionierung von stabil transfizierten Zellen, so dafi einzelne Zellklone etabliert werden 5 
konnen. 

Das psi-negative SNV-scFv-env-Expressionskonstrukt kann mittels tilektroporation oder anderer bekannter Verfahren 
in ublicher Weise in Verpackungszellen eingeRilirt werden. Hine typische Verpackungszelle ist z. B. DSH-CXL. Die Ver- 
packungs zellen haben temer psi-negative env, gag, pol-Hxpressionskonstrukte und fur den gewiinschten Gentranster in 
die spezifischen Zielzellen ein weiteres psi-posi lives Expressionskonstrukt, das z. B. ein Gen oder DNA-Fragment fur lO 
die Gentherapie, Impftherapie oder ein Reportergen fur die Diagnostik umfaBt. Nach Transfeklion der Verpackungszel- 
len koniJiit es zu einer transienten Expression und Abgabe der retroviralen Vektoren, die neben naturlichen SU-Proteinen 
rekombinante SU-scFv-Proteine prasentieren, in den Zellkulturiiberstand. Die retroviralen Vektoren konnen dann in ub- 
licher Weise zur Transduktion der Zielzelle, d. h. der Zellpopulation, die zur Inmiunisierung verwendet wurde, eingesetzt 
werden. Gegebenenfalls kann dieser Schritt ein weiterer Selektionsschritt sein. Nur die erfindungsgemaBen retroviralen 15 
Vektoren, die die Zielzelle in ausreichender Weise transduzieren, werden weiter verwendet. Diese Vektoren konnen ei- 
nem weileren SelektionsschriU unlerzogen werden. Die Vektoren konnen in ublicher Weise zur Transduktion von ande- 
ren Zellpopulalionen als der Zellpopulalion, niit der das Saugelier iiiuiiunisierl wurde, eingesetzt werden. Die Mikloren, 
die nicht die anderen Zellen Iransduzieren, sondem nur die 2^elzellen, konnen also in einem doppelten SelekdonsschrilL 
erhalten werden. 20 

Fur die Etablierung von stabilen Verpackungszellinien, welche die erfindungsgemSBen retroviralen Vektoren konstitu- 
tiv abgeben. kann ein Selektionsmarker, z. B. das Zeocin-Resistenzgen (Fa. Invitrogen), in Ublicher Weise in das scFv- 
Expressionskonstrukt z. B. pTC53 inseriert werden. Die mit dem Zeocin-Resistenz-Gen versehenen scFv-Expressions- 
konstrukte werden mittels z. B. der liposomen-Technik (Lipofectamin, Gibco BRL) in die \%rpackungszeUen transfer- 
riert. Nach einer ca. zwei-wochigen Selektion der IVansfekcanden in Zeocin-balugem Kulturmedium k&nnen Zellklone 2S 
etabliert werden, die je nach scFv-cDNA-Fragment Zieizellpopulationen mit einem Titer von etwa 10*-10* retroviralen 
Vektoren pro ml transduzierten. 

Das mit den erfindungsgem&Ben retroviralen Vektoren in die ^elzellpopuladon oder -populadonen transduzierte Gen 
kann z. B. die RNA eines therapeutischen Gens oder dessen Fragment sein. Therapeutische Gene kSnnen iB. das CFTR- 
Gen, das ADA-Gen, der LDL-Rezeptor, p-Globin, Faktor VIH oder Faktor DC, das Dystrophin-Gen sein, Im Falle des 30 
CFTR-Gens wiiren die Zielzellen z. B. die Lungenepithelzellen, beim ADA-Gen die Stammzellen des Knochenmarks 
Oder T-Lymphocyten, beim LDL-Rezeptor die Leberzellen, beim Dystrophin-Gen die Skelettmuskelzellen» beim ^-Glo- 
bin-Gen die hamopoietischen Stammzellen, beim Faktor Vin oder Faktor DC die Fibroblaslen und Leberzellen. Dem 
Fachmann ist ersichtlich, daB diese Anfzahlung nur eine Auswahl der therapeudschen Gene darstellt und andere Gen 
ebenfalls ftir eine Gentherapie verwendet werden konnen. Die DNA-Fragmente eines therapeudschen (lens umfassen 35 
z. B. Andsense-Nukleinsauren oder Ribozyme. DNA-Fragmente konnen femer Bereiche eines Gens umfassen, die die 
Trinuklcoddwicdcrholungcn von z. B, des Fragile X (rcns cnthaltcn. 

Femer kann die RNA eines Reportergens, z. B. P-C5elaktosidase, (iFP, Luciferase oder Neomycin in die erfindungsge- 
maBen retroviralen Vektoren cingcfiihrt werden. Die Rcportci^cnc crmoglichcn, fcstzustcllcn, ob die Zielzellen mit den 
retroviralen Vektoren transduzicrt wordcn sind. 40 

Femer kann die RNA eines Gens oder dcsscn Fragment zu Tmpfzwcckcn in die /iclzcllc transduzicrt werden. Hin ty- 
pischcs "Tmpfgcn" ist z. B. das rekombinante gpl 20 oder gpl 60 von HTV Die Transduzicmng von Tmmunzcllcn mit dio- 
sen Genen oder Fragmenten regt zu einer Antikorperbildung gegen die viralen Genprodukte an. 

Die erfindungsgemaBen Vektoren konnen z. B. durch i.v-. oder i.m-Injektionen appliziert werden. Es konnen jedoch 
auch die erfindungsgemaBen Verpackungszellen in z. B. Organoide (Teflonbeutel) eingeschlossen werden, die dann in 45 
den Organismus eingepfianzt werden und in die Blutbahn oder ins Cjewebe die erfindungsgemaBen Vektoren sezemieren. 
Weitere Applikationsformen sind fiir den Fachmann offensicbtlich. 

Die erfindungsgemaBe retrovirale Verpackungszelle zur Gewinnung der erfindungsgemaBen pseudotypisxerten retro- 
viralen Vektoren wird bereitgesteilt, indem eine Zellinie, z. B. eine humane Zellinie mit den psi-negadven Expressions- 
konstrukten, die die gag- und pol-Genprodukte des SNV exprimieren, und mit dem psi-negadven SNV-Env-Expressions- so 
konsurukt und/oder Psi-negadven SNV-scFv-env-Expressionskonstrukt, in ublicher Weise transfiziert wird. 

Femer konnen Verpackungszellen verwendet werden, die bereits die psi-negadven Expressionskonstrukte fur die gag 
und pol-Genprodukte enthalten. In solche Verpackungszellen miissen dann nur das psi-negadve ExpressionskonsUukt 
fiir die Virushulle und das psi-posiuve Expressionskonstrukt tiir die in die Zielzelle zu transduzierende Nukleinsaurese- 
quenz transfiziert werden. Dem Fachmann sind die Verfahren zur Transfcktion der Expressionskonstrukte bekannt Von 55 
den erfindungsgemaBen Verpackungszellen werden retrovirale Vektorpartikel in den Zelluberstand abgegeben, die das 
Expressionskonstrukt enthalten nicht jedoch die Konstrukte, die fiir die GAG-, POL- und ENV-Proteine kodieren. In die 
Zielzelle wird somit nur das gewiinschte z. B. therapeutische Gen oder Reportergen uberfiihrt 

Die dargestellte Erfindung eioffnet die folgenden Moglichkeiten: 

60 

- Gene, Gen-Fragmente oder sonstige Nukleinsauresequenzen kdnnen in ausgewahlte Saugerzellen uberfuhrt wer- 
den, 

- weitere Edlzienzsteigerungen des Nukleinsauretransfers durch Verbesserung der env-Genkonstrukle konnen er- 
reicht werden, 

- Gentherapie-, Markierungs- und Iinpfstrategien konnen entwickelt werden, fiir die ein selektiver Nukleinsaure- 65 
U-ansfer in ausgewahlte Saugerzellen wUnschenswerl ist. 

Die folgenden Beispiele erlaulera die Erfindung und sind nicht als einschrUnkend aufzufassen: 
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1 . Isolierung und Kloniening zellspezifischer scTv 

Zur Herstellung, Isolierung und Selektion von zellspezifischen scFv wurde eine Maus mil der humanen T-Zellinie T- 
C8166 (Clapham et al.. Virology 158 (1987), 44-51) in Qblicher Weise immunisiert, die Milz entlemt und die RNA iso- 
5 liert. Die Kloniening der scFv-cDNAs wurde mil dem konunerzieil erhaltUchen Kil der Fa. Pharmacia nach Angabeo des 
Herstellers durchgetiihrt. 

Die erhaltenen Phagen wurden in ubiicher Weise auf thre Bindungseigenschafien gegenuber den Zielzellen untersuchl. 
Hs wurden 150 Phagen isoliert, die spezihsch an die Zielzellen banden. Die 150 so erhaltenen zellspezifischen scFv wur- 
den verwendet, um die erfindungsgemaBen SNV-scFv- Vektoren herzustellen. 

10 

2. Klonieren der spezifischen scFv-cDNA-Fragmenie in Env-Expressionskonstrukie 

Die scFv-cDNAs der 150 zellspezifischen scFv wurden in ubiicher Weise aus der Phagemid-DNA ausgeschnitten und 
jeweils in das Expressions konstrukl pTC53 ligierl. pTC53 wurde erhalten durch Modifizierung des universellen eukaryo- 

15 tischen Vektors pRD114 (Chu et al, J. Virol. 71 (1997), 720-725; Sheay et al. BioTechniques, 15 (1993), 856-861; Chu 
et al., BioTechniques, 18 (1995). 890-895). In diesem Vektor wurde das SNV-wt-env-Gen bis auf die fur die Leader-Se-' 
quenz und das Transiueiubran-Protein kodierende c-DNA deleliert. Ein zusaizlich eingefuhrler Spacer emioglichl die In- 
sertion einer Freind-DNA (hier die scFv-cDNA) iin AnschluB an die ENV-Leader-Sequenz uber die Reslxiklionserken- 
nungsslelle Nael. Die Sequenz von pTC53 isl in Abb, 4 gezeigi. Fur die Insertion der scFv-cDNA wurde das Env-Ex- 

20 pressioDskonslrukl pTCSB dahingehend iiiodifizien. da6 Sfi I und Not I spezifische Reslriklionsendonuklease-Erken- 
nungsstellen in den Linker zwischen der SNV-Leader-Sequenz und der SNV-TVansmembran-Sequenz (TM) in Ubiicher 
Weise eingefUgt werden. Hierzu wird eine rekombinante PO. ausgehend von der DNA des Plasmids PKA1558 (Scov H. 
& Andersen K.B., 1993) und der fiir das anti TVansfenirezeptor-scFv kodierenden DNA in Ubiicher Weise durchgefuhrt, 
so daB Uber Nni I (5' und 30 eine Insertion des amplifizierten Fragments in das Nae I restringierte pTC53 moglich ist. Das 

25 so inserierte Fragment enthalt die multiple Sfi I/Not I Klonierungsstelle, da die verwendeten Primer neben der endstan- 
digen Nru I Erkennungsstelie weiterhin eine benachbarte Sfi I bzw. Not I Ericennungsstelle beinbalten. FUr die rekombi- 
nante PGR wurden folgende Primer verwendet 

PKATFNNRU+: 

30 

5 ^-GGGCC CTCGCGAGCGGCCQjGCCGG^CG ACATCAAGATGACCCAGTCTCC^^^ ' 
Nral Sfil 
35 PKATTNKNKu-: 

5 ■GGGCCCTCGCGA TGCGGCCGC TGAGGAGACTGTGAGAGT^^ ' 
Nrul NotI 

40 

Die PCR-Bcdingungcn warcn: 94T/3 min, 94**ai min, 59**C/1 min, 72'»ai min.. 25 X Schlcifcn, 72°ai0 min und 
dann his 4°C ahkuhlcn. Das PCR-Fragmcnt wurde gclclcktrophorctisch aufgctrcnnt^ aus der Gclmarrix cxtrahicrt 
(Quiaex, Fa. Quiagen) und mit dem Nae I geoffneten Plasmid pTC53 in Qblicher Weise ligiert. 
Die scFv-cDNAs aus dem Phagemid (pCANTA 5E) wurden mittels derRestriktionsendonukleasen Sfi I und Not I aus- 

4S geschnitten. Dazu wurde Phagemid-Plasmid-DNA mittels bekannter Verfahren heigestellt und jeweils 8 pg Plasmid- 
DNA mit jeweils 60 U derRestriktionsendonukleasen Sfi I und Not I fur 1,5 h bei 50**C und anschlieBend 1,5 h bci 37*C 
verdaut. Der Reaktionsansatz fand in einem Volumen von 200 pi stall, der mit 20 pi OS A (IQfach konz.) und 20 pi Re- 
aktionspuffer 3 (lOfach konz.) supplementiert wurde. Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde der Ansatz in einem 
l%igcm Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde die scFv-cDNA spezifische Bande (ca. 

SO 750 bp) aus dem Agaiosegel mittels bekannter Verfahren aufgereinigt. 

Das aufgereinigte Fragment wurde mit dem ebenfalls mit den Reastriktionsendonukleasen Sfil und Not I geoffiieten 
Env-Expressionskonstrukt pTC53 ligiert. Dazu wurden aquimolare Mengen des scFv-cDNA-Fragments und pTC53- 
Fragments in einem 15 pi Volumen mit 200 U T4-Ligase und 1,5 pi 10-fach Ligase-Puffo: supplementiert. Der Ansatz 
wurde bei 4°C uber Nacht inkubiert. Um eine efliziente Transformation von Bakterien zu ermdglichen, wurden die Bak- 

55 terienstamme IXDPIOF und JS5 mit einer nach Hanahan (1983) moditizierten Methode kompetent gemacht. Nach dem 
Animpfen von 100 ml LB-Medium mit 500 pi einer Ubemachtkultur wurde die Bakteriensuspension bei 37 °C' bis zu ei- 
ner Dichte (OD550) von 0,6 inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf Eis gekuhlt, bei 6.000 rpm und 4''C pelle- 
tiert(MinifugeRF;Heraeus, Hanau)undin40 nilTFBl-Puffer(30mMKOAc, lOOmMRbClz, lOmMCaCli, I5%(jly- 
cerin, pH 5,8 mit Essigsaure eingestellt, danach sterilfiltriert) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten 

60 auf His und einer ZentrifugaUon bei 6.000 rpm und 4°C wurde das Bakterienpellet in 4 ml 'rFB2-PufFer (10 mM MOPS, 
75 niM CaClzi 10 mM RbQi, 15% Glycerin, pH 6,5 mit KOH-Losung eingestellt, danach sterilfiltriert)resuspendiert. 
Die Bakteriensuspension wurde dann in Aliquots je 100 pi aufgeteilt und auf Trockeneis schockgefroren. Die Lagerung 
erfolgle bei -70°C. Zur Transfoniiation wurden 100 pi der konipelenlen Bakterien auf Eis aufgelaut und nach Zugabe 
von 1-2 pi des jeweiligen Ligationsansatzes fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem anschliefienden Temperatur- 

65 schock (45 s bei 42"C anschlieBend 2 min auf Eis) wurden die Bakterien mit 500 pi SOC-Mediuni (GIBCO/BRL, Eg- 
genstein) verseLzt und bei 37°C fiir eine Slunde zur Expression der AnUbioUkaresistenz in einem Baklerienschiitller kul- 
liviert. Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Agarplalten, die mildemAnUbiotikuni Ampicillin supplementiert waren, 
ausgeslrichen und bei 37°C uber Nacht inkubiert. 
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Die Praparation von Plasmiden aus Bakterien (E.coli TopFlO) erfolgte mil den QIAGEN-Plasmid-Kits der Finna 
QIAGEN, Hilden. Hur die Praparation einer geringen Menge Plasmid-DNA wurden die Bakterien einer I5ml-Uber- 
nachtkultur (LB-iMedium mit SOpg/ml Ampicillin) mit den vom Hersteller gelieferten Losungen lysiert und uber eine 
Anionenauslauscher-iiaule (tip- 20) gereinigt. Zur Gewinnung groBer Mengen Plasmid-DNA (Maxi-Praparation) wurden 
400 ml Ubemachtkulturen angesetzt. 



3. Selektion der retroviralen Vektoren 



TransienLe Transfektion der scFv-pTC53-Expressionskonj>irukle in die Verpackungsiwille DSH-CXL iiiiUels ElekLro- 
poradon: Fiir die Elektroporadon wurden jeweils 2x10*^ DSH-CXL Zellen in 480 pi PBS resuspendiert und in eine auf lO 
Eis gelagerten Gene-Pulser-Kuvette (0,4 cm Elektrode, Lticke 50. Biorad, Munchen) Uberfuhrt, Danach wurden 20 .ug 
der rekombinanten Plasmid-DNA der Zellosung zugegeben. Der Inhall der Kuvette \yurde einera elektrischen Puis in ei- 
nem Elektroporator (Gene-Pulser Apparatus, Biorad, MQnchen) bei 270 V und 960 pF ausgeseizt. Nach einer 10-minu- 
tigen Inkubadon der KUvette auf Eis wurden die Zellen in 20 ml frisches Kuliumedium in eine micUere Zellkuliurflasche 
(Nunc, Wiesbaden) Qberfuhri. Am nachsten Tag wurden die DSH-CXL-Zellen mit frischem Medium versetzt und kulu- i5 
viert. 

Der Virus-haltige Uberstand der Transfektanden wurde zur Transduktion der Zielzeilen eingesetzt. Am Tag vor der 
Transduktion wurden die C8166-Zielzellen im VerhSltnis 1 : 2 in frisches Medium umgeselzt. Die Uberstiinde wurden 
mit einem 0,45 pm Filter (Sartorius) steril filtriert. 7 ml des tJberslandes wurden dann direkt zur TVansduktion von 2x10^ 
C8166-Zellen eingesetzt, Um die Anbindung der retroviralen Nfektoren an die Zelloberfiache zu stabilisieren erfolgte 20 
eine Zugabe von 40 pg/ml Polybren. Nach einer 2 stUndigen Inkubadon bei 37*'C, wurden die Zellen mit PBS gewaschen 
und in frisches Kultur-Medium UberfUhrt. 

Nachwcis der P-Galakrosidasc-Aktivitat (X-Gal- Assay): Zur ttbcrpriifung cincr crfolgrcichcn TVansduktion wurdc 
nach 72 Stundcn cin X-Gal- Assay nach der Mclhodc von Sancs ct al. (1 986) modifizicit durchgcfuhrt. Dor Zcllkullur- 
iiberstand wurde abgezogen und die Zellen mit PBS ohne (Ca^+ und Mg^^) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen 25 
mit einer Fixicriosung (2% Formaldehyd, 0,2% Glutaraldehyd in PBS) fur 5 min aberschichtet und mit PBS gewaschen. 
Danach wurden die Zellen in 3 ml X-Gal-Reaktionsmixl6sung (1 mg/ml, 5 mM K-Ferricyanid, 5 mM K-Ferrocyanid, 2 
mM MgCy resuspendiert. Nach einer ca. 4-stundigen Inkubation des Ansatzes bei 37°C trat die Blaufarbung der trans- 
duzierten Zellen auf. 

Von den 150 getesteten scFv-pTC53-Expressionskonstruktea waren 6 zellspezifisch (M8, K6, 7A5, 7E10, 6C3, 7B4). 30 
Das heiBt es konnten pro zeilspezifischem Konstrukt 10-20 blau-gefarbte C8166-Zeilen erkanm werden. Das ist im Ver- 
gleich zu nicht zellspezifischen scFv-Kloncn signifikant. \fon 6 zellspezifischen scFv-Expressionskonstrukten wurden 
stabile VerpackungszeUinien generiert. 



4, Etablierung stabiler VerpackungszeUinien 35 

Herstellung des Zeocin-Resistenzgens niittels PGR ausgehend von DNA des Plasmids pSCVZeo (Fa. InviUx)gen): Um 
Verpackungszelien nach einer stabilen Transfektion mitdem pTC53zeoscFv-Plastnid auf eine stabile Expression des Re- 
sisLenzgens zu seleklionieren, wurde eine Zeocin-Kasseiie inlegriert. Hierzu wurde initLels rekombinanter PGR aus dem 
Veklor pZeoSV2 (+/-) der Finna Invitrogen (NV Leek, Niederiande) eine Zeocin-Kassetle ainplifizierl und mit den Re- 40 
striktionsschnittstellen Ndel 5 'und 3' versehen, so daB die Kassette anschliei3end in den Ndel restringierten Anteil des 
pUG19-RUckgrades des pTG53 inseriert werden konnte. Der PGR-Ansatz (100 pi) enthielt: IxPCR-Puffer (Taq: 10 mM 
Tris/HGl. pH 8,8, 50 mM KGl. U mM MgGb. 0,01% Gelatine. 10 pM (+)- und 10 pM (-)-Primer. 200 pM je Desox- 
ynukleoud, 2,5 Einheiten Taq-Polymerase und 100 ng Plasmid-DNA oder. Es wurden folgende Olgonukleotide verwen- 
det. 



ZE02184+NDE: 

S'-GGAAATTCCATMIGGAATTCCCGTTACATAA 
Ndel 



45 



50 



ZE03258-NDE: 

55 

5 '-GGAATTCCMMGGAATTCCTCAGTCCTGCTCCTCGGC<> 
Ndel 

Die PGR-Dedingungen waren: 94°Gy3 min, 194^G/1 min, 60°ai min, 72T/1,5 min.] 30 X Zyklen, 72°G/10 min und 60 
4°G Endtemperatur. 

Insertion eines Zeocin-Resislenz-Gen in die im transienten Tfest positiven scFv-pTG53-Env-Expressionskonstrukte. 
Transfektion mittels Lipofectamin'^^ (GLBGO/BRL, Life Technologies, Hggenstein). 

Lipofectamin J *^ : N-| 2-( ( 2,5bis| -(3 -aminopropyl)aminoj- 1 -oxypemtyl } amino)ethylJ-N,N-dimethy 1-2,3 . bis (9-oc ta- 
decenyloxy)-l-propanaminium tritluoroacetat)/Dioleoyl-phophatidyiethanolamin; 3 : 1 (w/w). 65 

Am Vortag der Transfektion wurden 1x10^ Zellen in eine 60 mni-Zellkullurschaie (Greiner, Niirtingen) ausgesat. Fiir 
die Transfektion wurden 1-5 pg (je nach Versuchansatz) der rekombinanten Plasmid-DNA in 200 pi serumfreiem Me- 
dium resuspendiert. Parallel dazu wurden 8-25 pi Qe nach Versuchansatz) LipofectaniinT^* in 200 pi serumfreiem Me- 
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dium verdiinnl. Nach dem Vereinigeo beider Losungen, folgte eine Inkubation fur 45 min bei R'l'. Das D N A- Liposome n- 
Gemisch wurde auf 2 ml Endvolumen aufgefiillt und auf die mit seruinfreiem Medium gewaschenen Zellen gegeben. 
Daraufhin wurden die Zellen fur 5 Slunden bei 37"C inkubiert. AnschlieSend wurden 2 ml frisches Medium zugegeben, 
das die zweifache Konzenlralion an FCS enlhiell. Am nachslen Tag erfolgle ein Mediumwechsel. 
5 Zur Etablierung stabiler VerpackungszelLklone wurden die Zellen 24 Slunden nach der Transfeklion mil einem Selek- 
tionsmedium Qberschichiet. Das Zeocin™ Resistenzgen (Streptoalloteichus hinductanus Bleomycin-Gen) wurde als Se- 
lektionmarker benuczt. Die Selektion erfolgte in DMEM-Medium, supplementiert mit 525 pg/m'l ZeocinTJ^* (Phleomycin 
von Streptomyces verticillus; Invilrogen BV' Niederlande). Die Zellen wurden zweimal wdchentlich mit frischem Selek- 
tionsmedium verseizt. Nach ca. 4 Wochen konnten Zelifoci. die Zellklone darstellten, identifizien werden. Diese Kolo- 
10 nien wurden einzeln abgenommen, in eine 24-Loch-Platte (Rachboden, Nunc, Wiesbaden) in Zellkuhurmedium ohne 
Antibiotikumssupplement Uberfuhrt. Das Medium wurde zweimal wochentlich gewechselt. Erlangien die Zelien eine 
Konfluenz von ca. 90%, wurden sie in entsprechend groBere ZellkulturgefaBe expandiert. 

Patentansprtiche 
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1 . Vcrfahrcn zur Hcrstcllung zcllspczifi sober rctroviralcr Vcklorcn, umfasscnd die folgcndcn Schrittc: 

a) Immunisieren eines Saugetiers mit ciner oder mehreren ZeUpopulation(en), 

b) Isolieren von RNA aus dem immunisierten Saugetier, umfassend die B-Zell-RNA, 

c) Ilerstellen von cDNA-Abschnitte der variablen Regionen der schweren und leichten. Kette der Immunglo- 
20 buline aus der isolieiten RNA mittcls KT-PCR mit Primem fiir die schwere und leichte Kette der Immungio- 

buline, wobei die Primer die Nukleinsauresequenz fur einen Oligopeptidiinker umfassen, 

d) Ligieren der cDNA-Abschnitte zu scFv-cDNAs, 

e) Ligieren der scFv-cDNAs in einen Phagemid- Vektor und Transformieren eines Wirtsbakteriums mit dem 
Phagemid-Vektor, 

25 0 Isolieren von Phagen, die an die in Schritt a) verwendete(n) ZeUpopulation(en) binden, durch Selektion, 

g) Isolieren von zeilspezifischen Phagen aus den in Schritt f) erhaitenen Phagen, die nur an die in Schritt a) 
verwendele(n) Zellpopulaiion(en) binden, durch Selektion, 

h) Ausschneiden der scFv-codierenden DNA-Fragmenle aus den in Schrill g) erhallenen zeilspezifischen Pha- 
gen und Ligieren in einen psi-negativen retroviralen Env-Expressionsvektor, 

30 i) Transformieren des erhaitenen Env-scFv-Expressionsvektors in eine Verpackungszelle, und 

j) Isolieren der von der Verpackungszelle sezemierten retroviralen Vektoren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die in Schritt g) erhaitenen zeilspezifischen Phagen vereinzeit werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Schritte f) und/oder g) mindestens einmal wiederholt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3. weiter umfassend den Schritt: 

35 k) Isolieren der von der Verpackungszelle sezemierten retroviralen Vektoren, die die Zellen der Zellpopulati- 

on(en) transduzieren durch Selektion. 

5. Verfahren nach cincm der Anspriiche 1 bis 4, wobei das SSugcticr ausgcwahir ist aus dcr Gruppc Maas, Raltc, 
Mccrschwcinchcn, Kaninchcn, Zicgc oder Schaf. 

6. Verfahren nach einem dcr Anspriiche I bis 4, wobei die Zellpopuladon(en) ausgewahlt ist aus der Gruppe 
40 Mensch, Maus, Ratte, Schafe Rind oder Schwein. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Zellpopulation(en) ausgew^t ist (sind) aus der Gruppe, umfassend T- 
Zellen, Epithelzellen, Muskelzellen, hamatopoietische Zellen, Stammzellen, neurale Zellen, Karzinomzellen oder 
Leberzellen. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das env-Gen des psi-negativen retroviralen Env-Expressi- 
45 onsvektors vom Milznekrosevirus (SNV) stammt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Hxprcssionsvektor der Vektor mit der Bezeichnung p'i'C53 ist, 

10. Retrovirale Vektoren, erhaltlich nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9. 

11. Verwendxmg der retroviralen Vektoren nach Anspruch 10 als Arzneimittel. 

12. Verwendung des Vektors nach Anspruch 10 zur Herstellung eines Arzneiiiullels zur somadschen Genlherapie, 
SO liupflherapie oder Diagnoslik. 

13. Verwendung des Vektors nach Anspruch 10 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie der Cystischen 
Fibrose, des ADA-Mangels, der chronischen Granulomatose oder der HIV-1 Infektion. 

14. Reu-ovirale Verpackungszelle zur Gewinnung der retroviralen Vektoren nach Anspruch 10, transformiert so- 
wohl mit einem oder mehreren psi-negativen Expressionskonstrukt(en). die die gag-, Pol- und/oder env-Genpro- 

55 dukte exprimieren, als auch mit einem psi-negativen Env-scFv-Expressionskonstruki nach Anspruch 1 h). 

15. Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 14, femer umfassend ein psi-positives Expressionskonstrukl, um- 
fassend ein Nukleinsaurefragment, das in die durch den rBtiX)viralen Viktor zu transduzierende Zelle eingefUhrt 
werden soil. 

16. Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 15, wobei das Nukleinsaurefragment ein thcrapcutischcs Gen 
60 Oder dcsscn DNA-Fragmcnt und/oder cin Rcportcrgcn oder cin Resistenzgen umfaSr. 

17. Reu-ovirale Verpackungszelle nach Anspruch 16, wobei das therapeutische Gen oder dessen Nukleinsaurefrag- 
ment das CFTR-, phox9l-, ADA-, IL-16-, p53- oder revMlO-Gen oder ein oder mehrere Impfgene z. B. rekorabi- 
nantcs gpl20 und IL-16 umfafit. 

18. Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 16, wobei das Reportergen )J-Galaktosidase, "Green Fluorescent 
65 Protein", Luciferase und das Resistenzgen Neomycin umfafit. 
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